マウス始原生殖細胞発生過程におけるエピジェネティックな選択的遺伝子発現制御機構の解析 by 望月 研太郎
マウス始原生殖細胞発生過程におけるエピジェネテ
ィックな選択的遺伝子発現制御機構の解析
著者 望月 研太郎
号 81
学位授与機関 Tohoku University
学位授与番号 医博第3039号
URL http://hdl.handle.net/10097/62368
もちづき けんたろう
氏 名望月研太郎
学位の種類博士(医学)
学位授与年月日 平成 24 年 3 月 27 日
学位授与の条件学位規則第 4 条第 1 項
研究科専攻東北大学大学院医学系研究科(博士課程)医科学専攻
学位論文題目 マウス始原生殖細胞発生過程におけるエピジェネティックな選択
的遺伝子発現制御機構の解析
論文審査委員主査教授松居靖久
教授田中耕三 教授中山啓子
論文内容要旨
【目的】
始原生殖細胞 (Primordialgerm cels; PGCs) は、その発生過程で特異的な発現を示す遺伝子
群を経時的に活性化させる。そのような特異的遺伝子群には、 PGCs の、多能性幹細胞エピブラ
ストからの分化運命決定、増殖、生存、および配偶子形成に機能する、あるいはそれらの発生生
物学的イベントを象徴する遺伝子が多く含まれる。したがって、 PGC 特異的遺伝子の発現制御
を担うメカニズムを解明することは PGC 発生機構の理解のために極めて重要である。本研究で
は、 PGC 特異的遺伝子の発現を制御するエヒ。ジェネティックな機構、特に遺伝子の制御領域の
DNA脱メチル化にまず着目した口
【方法】
PGC 発生過程における各段階の怪細胞および多能性の怪性幹 (Embryonicstem; ES) 細胞を
材料に用いた。バイサルファイト・シークエンシング解析により、 DNA メチル化状態の判定を
行った。定量 RT-PCR 解析によって、遺伝子発現を定量した。 siRNA をトランスフェクション
することで、 RNAiによる目的遺伝子のノックダウンを行った。クロマチン免疫沈降 (ChIP) 法
により、ヒストンの修飾状態を解析した。
【結果と考察】
mi}-l、 Blimpl、および Stella の PGC 特異的な 3 遺伝子は制御領域に保存配列 ICE (Ifitm 
genes consensus element)を持ち、その発現は分化運命決定期に開始される。はじめに、 PGC 発
生過程に伴って、 mjJ-l、 Blimpl、および Ste}}a の制御領域で段階的に DNA 脱メチル化が進行
し、 3 遺伝子の発現が開始・活性化されていくことを見出した。次に、 ES 細胞において、維持
型 DNA メチル基転移酵素 Dnmtl の阻害を試みた結果、 3 遺伝子全ての制御領域は DNA 脱メ
チル化しており、それらの遺伝子発現は上昇していた。さらに、 Dnmtl ノックアウトマウス脹
のエピブラストにおいて、制御領域は DNA 脱メチル化状態にあり、 3 遺伝子の早熟な発現活性
化が観察された。以上により、制御領域の DNA 脱メチル化が PGC 発生過程における特異的遺
伝子群の発現活性化を担うことが強く示唆された。ところが、一方で、 2 つの代表的な体細胞性
遺伝子 Hoxalおよび Hoxbl は PGCs における発現が認められないものの、その発現抑制はDNA
メチル化に依らないことがわかった。つまり、 PGCs において、 Hoxal および Hoxbl の制御領
域は、ヒストン H3 リジン 4 トリメチル化 (H3K4me3) および H3K27me3 のバイバレントなヒ
ストン修飾を受けており、これによって遺伝子発現が抑制されていることが想定される。過去の
報告から、 PGCs はその発生過程において、ゲノムワイドに DNA メチル化を低下させると同時
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に H3K27me3 の修飾レベルを上昇させることが知られていた。本研究の成果により、 PGCs は、
DNA 低メチル化という脱抑制的なゲノム状態においても、バイバレントなヒストン修飾により
体細胞性遺伝子群を将来的な活性化まで発現しないように留めている一方で、 DNA 脱メチル化
により PGC 特異的遺伝子群を発現活性化させ、発生の適正な進行を保証するエヒ。ジェネティッ
クな選択的遺伝子制御システムを用いていることが強く示唆された。
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本研究は、始原生殖細胞(Primordialgerm cels; PGCs)に特異的な遺伝子発現を制御するエピ
ジェネティックな機構について解析しているロこの機構の解明は、 PGC 発生のしくみの理解に極
めて重要で、ある。
望月氏は、これまで所属分野をはじめとするグ、ループにより報告されたデータに基づき、各発
生段階の匪細胞の PGCs における遺伝子の制御領域のDNAメチル化状態を解析した。その結果、
PGC 特異的な遺伝子(mil-1， Blimpl, Stella)の制御領域において DNA脱メチル化が進行し、遺
伝子の発現が増加することを見出した。維持型 DNA メチル基転移酵素 Dnmtl のノックダウン
ES 細胞およびノックアウトマウス怪での検討からも、制御領域の DNA 脱メチル化が PGC 特
異的遺伝子群の発現活性化を担うことが示唆された。一方、体細胞性遺伝子(Hoxal， Hoxbl)は
PGCs において発現していないにもかかわらず、発現抑制は DNA メチル化に依存していなかっ
た。解析の結果、これらの遺伝子の制御領域は、発現活性型および抑制型の相反するヒストン修
飾を受け、結果的に発現抑制されていることが示唆された。これらの結果は、 PGCs が DNA脱
メチル化による PGC 特異的遺伝子群の発現活性化と、ヒストン修飾による体細胞性遺伝子群の
発現抑制という、エヒ。ジェネティックな選択的遺伝子制御システムを用いていることを示唆して
おり、当該分野の発展の重要な 1 ステップとなる優れた業績であると考えられる。
第一次審査においては、PGCs 特異的遺伝子の制御領域に存在する保存配列 ICE の重要性や、
PGCs と Dnmtl ノックダウンノックアウトの結果の違いについての考察の追加や、レポーター
アッセイでの CpG の脱メチル化による転写活性の上昇を示すデータの追加などが要求され、こ
れらについて適切な修正が行われた。さらに今後の研究の方向性を考察に追加するようにという
コメントを受けて、本研究の結果のゲノムワイドな検証や、 PGCs 特異的遺伝子の制御領域の
DNA 脱メチル化の機構の解明等により、 PGCs らしさを形作るエピゲノム機構の解明に迫ると
いう大きな展望が示された。
よって，本論文は博士(医学)の学位論文として合格と認める。
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